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東京大学医科学研究所
1.発生工学とは何か
発生工学という言葉がいつ頃から使われはじめ
たのか,はっきりしないが,一つの研究分野を示
す用語として広 く用いられるようになったのは
NAMEの全編｢晴乳類の発生工学｣の出版(1984)
以来であろう(文末文献参照)｡この書物の序文の
中で岡田節人先生は発生工学を ｢晴乳動物を中心
として発生現象を実験的に操作･改変する試みで,
その必然の成行きとして有用動物の生産-のポテ
ンシアリテ-を含むもの｣と定義しておられる｡
この定義は現在でも発生工学の目指すところをよ
く表わしていると思われる｡一方,その内答は,
最近のわずか3-4年の間に著しく拡大し,実験
に用いられる手法もきわめて多彩となった｡とく
にポテンシアリテ-を有すると予測されていた実
用化への道は急ピッチで現実のものとなりつつあ
る｡ その中でも種々のモデル動物作出のための新
しい手法としての期待が大きい｡
しかし一方では,この新しい分野はいまだ十分
に体系化されているとは云い難く,それは発生工
学に対応する適当な英語名がないことに最もよく
象徴されている(国内ではDevelopmentalBiotech-
nologyと訳されることが多いが,この表現は外国
の文献や書物にはまず見られない｡Manipulating
Embryosのように具体的な表現が用いられている)0
技術的にも不完全な部分が多く,とにかく ｢でき
る所から始める｣式の研究が猛烈な勢いで進行し
ているのが実状である｡
ここでは,これらの急速に展開している分野を
概観し,発生工学研究の実験動物科学における役
割について考えてみたい｡
2.発生工学とその周辺技術
現在,主にマウスを用いて行われている発生工
学に関する実験操作の概要は図1に示すとうりで
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図1 発生工学とその周辺技術との関係
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ある｡ すなわち,まず第1に素材となる初期胚が
必要である｡ 次に,それらの膳を生存させ,必要
に応じてある段階まで発生させるための培養系お
よび操作膳を偽妊娠雌に移植して子に育てる技術
が確立していなければならない｡さらに,初期随
の凍結保存も,ほとんど不可欠の技術である｡ 以
上が,いわば発生工学の土台となる基礎技術で,
これらの支えなしには実験は成り立たない｡
次に,これらの土台の上に,発生工学固有の技
術が構築される｡ その方法は大別すると
(1) 細胞の組合わせを変える技術,と
(2) 細胞の遺伝的性質を変える技術,から成る｡
前者は,さらに,膳を構成している細胞を分離す
る技術と,集合させる技術に分けられ,一方,徳
者は,核移植のようにゲノム全体を変える技術と,
特定の遺伝子を導入する方法に分けられる｡ この
最後の方法,すなわち遺伝子導入動物の作出は最
も大きな期待を持たれているが,同時にこの分野
は遺伝子工学をもう一方の基盤としている｡
以下,各分野の特色について概観する｡
3.発生工学を支える基礎技術
1)初期膳を得る
発生工学に関するすべての実験にとって最先に
必要なことは,発生段階の揃った膳を十分な数だ
け手に入れることである｡これは簡単そうに見え
て実は意外にむずかしい｡今日,発生工学に関す
る実験のほとんどすべてはマウスを用いて行われ
ているが,その主な理由として,
a)遺伝的に純化の進んだ系統が多数存在す
ること,
b)性腺刺激ホルモン (PMSGとhCG)の投
与によって,成熟,未成熟にかかわらず,また
成熟動物では性周期にほとんど関係なく,比較
的多数の卵を排卵させることができること,お
よび､,
C)動物が小型であるために,飼育管理のス
ペースおよび経費が他の動物に比して少ないこ
と,が挙げられる｡
これらの理由の中で,b)の過排卵処理は大変
便利な方法であり,すべての実験に欠かすことは
できない｡ただし,排卵数は,系統,日齢など種々
の要因の影響を受け,さらに排卵は誘起できても
交尾しないために受精卵が得られないこともまれ
ではない｡生殖内分泌学的見地からの研究の一層
の進展が待たれる分野でもある｡
一方,体外受精の方法によれば,上述の交尾が
成立しないために受精卵が得られない悩みは大部
分解消される｡ マウスの体外受精については,今
日,きわめて再現性の高い方法が確立されており,
初期肱を得る方法として高い実用的価値を有して
表 1 筋ジストロフィーマウスの体外受精 と凍結保存
(I) 体外受精成績 と体外受精由来 2細胞期膳の凍結保存成績
検 査 受 精 2細 胞 期
卵 数 卵 数閲* 胚 数相川
????
形態的正常
膳 数86)''
? ?
?
?
? ?? ?
?
931 535(57.5)
1,258 796(63.3)
806 745(92.4)
522(97.6)
780(98.0)
742(99.6)
???? ??
??
? ー ?〜 ? ? ? ? ? ?
??
????? ??? ?? ???
??
62(72.9)
182(87.1)
116(99.1)
(ⅠⅠ) 凍結融解胚の移殖成績
卵子 精子
移殖 レシピエント
胚数 妊娠成立数/使用数
離 乳
仔 数閲 * *
dy dy
+ dy
十 十
????
? ?? ?
??? ? ??????????
18(94.7) 9:9
59(86.8) 30:29
57(91.9) 33:24
dy:筋ジストロフィーマウス (C57BL/6-dy/dy)由来の配偶子
十 :正常マウス (C57BL/6-+/+)由来の配偶子
(横山峯介 ･小島博子 :昭和61年度厚生省研究報告書,p25-29,1987より)
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いる｡ 体外受精は,自然交配では受精卵を得るこ
とが困難な動物 (たとえば筋ジストロフィーマウ
ス)についても応用できる (表1)0
2)初期肱を育てる
図1に示したように,通常,発生工学の対象と
なるのは着床前の腫 (preimplantationembryo)
である｡ この段階の膳を一般に初期膳という｡初
期膳の培養は,他の細胞培養と同様に最初は血清
を含む培地を用いて試みられていたが,1960年代
から本格化した分析的研究によって初期旺特有の
栄養要求が明らかにされ化学組成の明確な培地が
作られるに至った｡この点でもマウスは最も研究
が進んでおり,系統によっては受精から着床直前
までの全過程を体外で発生させることが可能であ
る｡代表的な培地の組成を表2に示す｡
しかし,これらの培地中でも発生率は系統によ
って異なる｡ また,同じ系統の膳でも培養開始時
の発生段階に影響される｡
一般に,8細胞期以降に達した肱の培養は容易
であるが,発生を前に遡るほどむずかしくなり,
とくに1細胞期から培養を開始すると多くの系統
で発生が2細胞期で停止または遅延し,その後の
発生率 も著 しく低下する｡ この現象は "2-cel
block"と呼ばれ,マウス初期膳培養の大きな問題
表2 マウス体外受精用培地 (TYH)および初期腫発生用
培地 (WM)
濃 度 (mg/100ml)
成 分
TYH WM
NaCI
KCI
KH2PO4
CaC12･2H20 25.1
乳 酸Ca･5H20
??????
53
MgSO4･7H20 29.3 29
NaHCO3 210.6 190
グ ル コ ー ス 100
乳 酸 Na
ピ ル ビ ン 酸 Na ll.0
ウシ血清アルブ ミン 400
ベ ニ ン リ ン 7.5
ストレプ トマイシン 5.0
100
0.37ml♯
3.5
300
8
5
報 告 者 豊田ら(1971) Whiten(1971)
*60%シロップ
(豊田 :帽乳類の発生工学(Nameの合編),P4,1984より)
点となっている｡ 現段階でこの発生停止を回避す
る手段としては,
a)"2-celblock'を起きないような丈夫な
系統の膳を使う｡この目的に最も適した近交系
はC57BLでる｡ また｡C57BLと他の系統(C3
Hなど)とのFl雌由来の肱も大変発生がよい(こ
の場合,雄はどの系統でもよい)0
b)培地中に微量(10-100〃M)のEDTAま
たは類似のキレー ト剤を入れておくこと,発生
は著しく改善される｡
C)2細胞期以前に培養を打ち切り,偽妊娠
の卵管-移植して体内で発生させる｡
2-celblockの原因およびEDTAの作用機序は
わかっていない｡
マウス以外の実験動物では,ウサギを除き,演
足できる培地はいまだ確立されていない｡たとえ
ば,ラットおよび-ムスターでは8細胞期からの
培養は可能であるが, 1細胞期から培養すると,
ほぼ完全な"2-celblock"を起す｡この原因もマ
ウスの場合と同様に不明である｡
3)初期肱を保有する
初期膳の凍結保存は,貴重な遺伝資源の保存の
ために,いまや不可欠の技術となりつつある｡ と
くに遺伝子導入動物の作出を試みる場合には,
DNAが染色体上にランダムに組み込まれるため,
各個体が別々の系統基になり得るので,子孫の数
は膨大なものになる｡ もし肱を凍結保有しなけれ
ば飼育室はたちまちパンク状態となるであろう｡
マウスでは,2細胞期または8細胞期肱の凍結
保存技術はほぼ確立されており,研究の中心はよ
り簡単な方法 (ガラス化法)の開発とともに配偶
千 (精子及び卵)の凍結保存に移っている｡
4.発生工学の技術
1)膳 の分 割
初期膳を2分し, 1卵性双子を作る方法には,
a)2細胞期で割球を分け,別々に培養して移植
する方法と,b)桑実脹期で膳を2つに切断し,
それぞれの切断肱から生じた膳盤胞を移植する方
法がある｡ 両者ともに,他の多くの晴乳動物の膳
に適用可能であり.家畜では一部は実用化の域に
達している｡ さらに進んだ段階へ発生した肱の細
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胞は,少くとも8細胞期まではそれぞれが全能性
を有していることが,マウス,ヒツジなどのキメ
ラ膳の実験で示されている｡
2)肱 の 集 合
系統の異なる2種類 (あるいはそれ以上)の肱
を集合させてできた単一の肱を集合キメラ膳とい
う｡その作製法を模式的に図2Aに示す｡二の膳
を移植して生まれた個体が集合キメラ(aggregation
chimera)であり,ほとんどすべての組織に遺伝的
性質の異なる2種類 (以上)の細胞が混在してい
る｡ キメラ個体は細胞間相互作用を個体レベルで
解析するための絶好の研究材料で,きわめて広範
圃な用途を有する｡
キメラには集合キメラのほかに注入キメラ(injec-
tionchimera)がある (図2B)｡ これは胚盤胞の
腔内に多分化能を有する単一または数個の細胞を
注入して作製するものであり,個々の細胞の系譜
を追跡する手段として,または,新しい遺伝的性
質を注入細胞を介して導入する手段として多く用
いられる｡ 最近,この方法を用いて,レッシュ ･
ナイ-ン病のモデルとなるHPRT欠損マウスが作
られ,注目されている｡
(A)集合法
三 豊 ･-這さ
♀ ♂
･ ⑳■
?
ヽ 〆
早 ♂
(･岳'+@ M
M :8細胞期一桑実肱
B :肱盤胞
pc:多分化能を有する培養細胞
FM:仮親
3)核 移 植
以前は名人芸的要素が多かった哨乳類卵子の核
除去および移植はMcGrathとSolterl)(1983)に
よって細胞融合法を用いた方法が開発されて以来,
著しく再現性の高いものになった｡その結果,正
常な腫発生には雌雄の両前核の共存が必要である
ことが明らかにされた｡ また,以前に主張されて
いた,より発生の進んだ肱の核を1細胞期の卵-
移植してクローン動物を作ることは再現できず,
晴乳類では核は比較的早期に分化し全能性を失う
と考えられるに至った｡
4)外来遺伝子の導入
Gordonら2)(1980)によって,HSVとSV40の
合成DNAを注入されたマウス受精卵が個体にまで
発生することが示されて以来,マウス受精卵の前
核-DNA溶液の極微量 (2pゼ)を注入し,そ
の卵を偽妊娠雌の卵管へ移植して遺伝子導入マウ
ス (transgenicmouse)を作る研究は急速に進展
している｡ 微量注入法の要点を模式的に図3に示
す｡
遺伝子の導入法は上述の前核-の微量注入法の
ほかに,DNAを組み込んだレトロウイルスを感染
(B)注入法
図2 キメラマウスの作製法
(BurRi,1986年に基づいて著者改変)
16
保定用
ピペ ッ ト
注入用
ピペット
(前傾 がふ くらむことで注入に成功 したことがわかる)
(Hoganら,1986のマニュアルによる)
図3 マウス受精卵の前梓へのDNA溶液の微量注入法
させる方法またはDNAを導入した多分化能を持つ
細胞 (胚性幹細胞,胚性腺癌細胞など)とマウス
初期肱とのキメラ随を作る方法がある｡ ただし,
いずれの場合も,DNAを導入された細胞が生殖細
胞へ分化したときに次世代において遺伝子導入マ
ウスの出現が期待されるわけで,その効率は現時
点では非常に低い｡
受精卵前核へのDNA微量注入法の問題点は,染
色体へ組み込まれる機構が不明であり,組込まれ
る位置がランダムであること,および導入DNAの
子孫-の伝達が不安定な場合があり,その原因も
明らかにされていない点である｡それにもかかわ
らず,導入遺伝子の組織特異的な発現およびプロ
モーター/ェン-ンサーと構造遺伝子を組合わせ
た融合遺伝子の導入による遺伝子産物の異所性発
現に関し多くの興味深い成果が得られている｡ 後
者の代表例として,マウスのメタロチオネイン Ⅰー(MT
-Ⅰ)遺伝子のプロモーター 領域の下流にラットの成
長ホルモンの構造遺伝子を連結してマウスの受精
卵に導入し,正常の400倍もの成長ホルモンを肝臓
で生産する巨大マウスを作出したPalmiterら3)
(1982)の成績がよく知られている｡
ある特定の遺伝子が欠失しているために生じる
遺伝子疾患を,遺伝子の導入によって回復させよ
うとする実験は,将来の遺伝子診断 ･遺伝子治療
のモデルとしてとくに注目される｡棲性マウスに
成長ホルモンの遺伝子を導入して成長を部分的に
ではあるが,回復させた実験(Hammerら4),1984),
性腺発育不全マウスに性腺刺激ホルモン放出ホル
モンの遺伝子を導入し生殖機能の正常化に成功し
治療 法 の 開 発
?????????????? ?
?
??
遺伝子治療
遺伝子診断
†
病因遺伝子の同定
???
???
??
遺伝子発現制御に果た
す細胞質因子の解明
肱培養技術の開発 生殖工学
発症機構の解明
???
???
??
???????? ??????
個体 レベルにおける遺
伝子機能の同定
瞳および配偶子凍結保
存法の開発
体外受精 ･腫移殖技術の開発
図4 実験動物における発生工学の将来展望
た実験(Masonら5),1986)およびミエリン塩基性
蛋白の遺伝子を導入することによってシバラーマ
ウスの運動失調を回復させた実験(Readheadら6),
1987;木村ら7),1987)など興味深い成果が続々と
発表されている｡
お わ りに
筆者が考えている発生工学の将来展望を図4に
掲げた｡これらの新技術が有用な実験動物作出の
ための手法として,また,個体発生に影響する種々
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の要因の解析手段として正しく用いられ,実験動
物学の進歩に貢献することを念願するものである｡
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